熱帯 医学 第 25 巻 第 2 号 91 一 97 頁 , 1983 年 6 月 


トキ ソ ブ プラズマ IgG 抗体 価 測定 に お け る 酵素 抗体 法 
(Toxo ELISA Test Kit) に 関す る 検討 
行 , 


鈴 K A, 土橋 RK Mg BB 


宮 
中 島 ひと み , 松 本 EE GE 
長崎 大 学 熱帯 医学 研究 所 ・ 内 科 


Evaluation of the Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Toxo ELISA Test Kit) for the 
Diagnosis of Toxoplasmosis 

Hiroshi SUzUkr, Kenji TsvcHIHASHI, Teruyuki MiYAZAKI, Hitomi NAKASHIMA and 
Keizo MATSUMOTO 


Department of Internal medicine, Institute for Tropical Medicine, Nagasaki University 


Abstract: A commercial ELISA-KIT newly developed for the diagnosis of Toxoplasmosis 
was evaluated by comparing with Dye test and Indirect hemaglutination test (IHA test). 
A qualitative agreement rate of 93 (65/70) was observed between Dye test and ELISA. 
But only 76% (53/70) was observed between Dye test and IHA test. 
Speciality of ELISA were almost equal to Dye test, but superior to IHA test especialy in 


So Sensitivity and 


low antibody titer. 

ELISA value showed plateau in high antibody titer. So we had to dilute the serum of 
which titer was more than 1280x of IHA test in order to measure the transition of 
Toxoplasma antibody titer exactly. And that the tecnic of ELISA was very complicated. 
In general clinical examination 1HA test was more convenient than ELISA. So we use 
ELISA only in special case. And usualy use for another purpose to measure specific 


IgM antibody which apearance in acute Toxoplasmosis. 
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は じ め に 

今日 トキ ウツ プラ ズ マ (Tp) 症 の 血清 学 的 診断 法 と 
し て Dye test, IEE, 補 体 結合 反応 , ラテ 
ックス 凝集 反応 , 間接 赤血球 北 集 反応 THA 法 ) が 
行わ れ て いる . し か し 各 検 査 法 で 種々 の 問題 点 が 指 
摘 さ れ て お り , 決し て 充分 な も の と は 言い が た い . 
近年 酵素 抗体 法 (ELISA 法 ) が , その 高い 感度 ・ 施 
行 場所 を 選ば ぬこ と ・ 危 険 が な いこ と ・ 比 較 的 安価 


で ある こと ・ ク ラス 別 抗 体 識別 が 可能 で ある な どの 
理由 か ら , 次 第 に 隆 床 検査 に 用 いら れる よう に な っ 
て いる . すでに 我が国 に お いて も Tp-IgG ELISA 
法 の 製品 が キッ ト と し て 市 販 さ れ て いる . これ を 用 
いて Tp 抗体 価 測定 の 基準 法 と され る Dye test 及 
び , 現在 最も 我が国 で 臨床 検査 法 と し て 広く 用 いら 
れ て いる IHA 法 と の 比較 検討 を 行っ た . 又 実際 の 
臨床 応用 で の ELISA 法 の 意義 に 関し て も 検討 を 加 
る える こと と し と た. 
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R 査 対 AX 


先 に 我々 が 報告 し た (鈴木 ・1983) Dye test に 
て Tp 抗体 価 を 測定 し た 190 検 体 の 中 か ら 各 抗体 価 
の 検体 数 の 分 布 が 均等 に な る よう に 70 検 体 を 無 作為 
に 選出 し , IgG 酵素 抗体 法 (OgG-ELISA 法 ) と 
Dye test・ 間 接 赤 血球 凝集 反応 UHA 法 ) の 相関 
を 見 た . 症例 の 検討 と し て Tp 症 に ょ る リン ペ 節 炎 
患者 の 1 症例 を 昭和 52 年 より 今日 に 至る まで 約 7 年 
間 の 長期 に わた っ て 追跡 調査 を 行い , その 間 に 経 時 
的 に 採血 レー207C に て 凍結 保存 し て いる 血清 23 検 
体 を 用 いて IHA 法 及び IgG ELISA 法 に て , Tp 
抗体 価 の 推移 を 調べ た . 


検査 方 法 


1. 間接 赤血球 凝集 反応 CHA 法 ) 

日 本 凍結 乾燥 研究 社 に て 製造 され 協和 薬品 工業 よ 
り 市 販 さ れ て いる トキ ッ HA-KW x, その 使用 法 
に 従っ て 用 いた . 

2. Dye test 

小林 の 変 法 (小林 ・1969) た に て 行っ た . 
3. IgG 酵素 抗体 法 (IgG ELISA 法 ) 

M. A. BIOPRODUCTS に て 製造 され 旭 々 ディ 
カル 社 に て 輸入 市 販 さ れ て いる トキ ソノ エラ イザ ・ テ 
スト ・ キ ッ ト を 使用 し た . すなわち 血清 希釈 液 250 
gl を Tp 抗原 と ュ ン トロ ー ル 抗原 を 交 五 に 吸着 さ 
せ て ある キュ ベッ ト の ウェ ル に 分 注 し , これ に 被 検 
血清 5 gl ずつ を Tp 抗原 ウニ = ル と コン トロ ー ル 抗 
原 ウ ェ ル と に 加え る . また 本 kt 付属 の 陽性 コン ト 
ロール QW, 低 力 価 ) と 陰性 コン トロ ー ル の 三 
種 血 清 を 別々 に ウェ ル に 添加 し , 20—25?C で 2 時 
間 静 置 す る . ot) yit (PBS Tween) 
で ウッ ウェル を 洗浄 し た の ち , 酵素 標識 抗体 Gie b 
IgG 結合 アル カリ フォ ス フ ァ ター ゼ ) 液 250g1 を 各 
ッ ェ ル に 分 注 し , 20~25°C に 2 時 間 静 置 す る . 再 
び PBS-Tween THL, 酵素 基質 (PC-= ニ トロ フ 
ェ ニ ルリ ン 酸 ) 液 250 ずつ を 各 ウ ェ ル に 分 注 する . 
20—25?C に 45 分 間 静 置 し た の ち , 各 ウ ェ ル に 3N・ 
NaOH 液 50gl を 加え て 反応 を 停止 させ , 波長 405 
nm に お ける 吸光 度 を 分 光 光 度 計 で 測定 する . SUR 
血清 の ELISA 値 は , Tp 抗原 ウェ ル と コン トロ 
ー ル 抗原 ウェ ル と の 吸光 度 差 に より 求め る . た だ 
し , その 場合 , 上 記 三 種 エ ント ロー ル 血 清 に よる 


ELISA 値 が , 定め られ た 許容 範囲 内 に な けれ ば な 
ら な い . 判定 は 使用 法 に 従い ELISA 値 0.21 以 上 を 
陽性 と し た . 


m 績 


1. IgG ELISA 価 と Dye test 価 の 相関 

先 に 述べ た 血清 70 検 体 の Tp 抗体 価 を IgG ELISA 
法 を 用 いて 測定 し た . (Fig. 1) IgG ELISA 値 0.21 
以上 ・Dye test. 16 倍 以上 を 陽性 と し た 場合 , Dye 
test と ELISA 法 の 陽性 及び 陰 隆 の 一 致 率 は 70 検 体 
中 65 検 体 ・93 を と 高 率 で あっ た . 残り の 5 検体 の 内 
容 を 見 る と , Dye test 陽性 ・ELISA 法 陰性 3 検 
tk, Dye test 陰性 ・ELISA 法 陽 性 2 検体 の 結果 で 
あっ た - 

名 Dye test 抗体 価 の ELISA 値 を みる と , Dye 
test 16 倍 で は , 0.362-0.13, 64 倍 で は 0.59 土 0.18, 
256 倍 で は 0.82 土 0.18, 1024 倍 で は 1.63 土 0.16 で あ 
D, 一 方 Dye test 4 倍 以 下 の 陰性 血清 で は 0.16 土 
0.06 と 低 値 を 示し , Dye test 抗体 価 が 高く な る に 
つれ て , ELISA 値 も より 高値 と な っ た . 

2. IHA 価 と Dye test 価 の 相関 

先 の 70 検 体 に 対 し て IHA 抗体 価 を 測定 し , IHA 
法 と Dye test の 相関 を 検討 し た . (Fig. 2) 1HA 法 
160 倍 以上 ・Dye test 1652 DJ E Ze bottk L し た 場合 , 
その 一 致 率 は 70 検 体 中 53 検 体 ・76 を で あっ た . 残り 
の 17 検 体 は , Dye test 陽性 ・IHA 法 陰性 16 検 体 , 
Dye test 陰性 ・IHA 法 陽 性 1 検体 で , IHA 抗体 
陰性 群 の 中 に 多数 の Dye test 抗体 陽性 検体 が 存在 
し て いた . 今日 まで Dye test が 感度 ・ 特 異性 に お 
いて 最も 秀 れ て お り , Tp 抗体 価 測 定 の 基準 法 と さ 
れ て いる が , 以上 の 成績 か ら ゃ も IHA 法 は Dye test 
に 比 し て , か な り そ の 感度 ・ 特 異人 性 の 点 で 劣る も の 
と 推測 され る . 

3. IgG ELISA 価 と IHA 価 の 相関 

先 の 70 検 体 に 高い IHA 抗体 価 を が す 23 検 体 を 加 
え , 93 検 体 に つい て その 相関 を 調べ た . Fig. 3) 各 
IHA 抗体 価 検体 に お ける ELISA 価 は , IHA 80 
倍 以下 0.20 二 0.10, 80 倍 0.58 土 0.11, 160 倍 0.67 
0.21, 320 倍 0.73 土 0.21, 640 倍 0.91 土 0.14, 5120 倍 
1.532-0.19, 10240 倍 1.60 土 0.12, 327680 倍 1.51 
0.16 の 値 を 示し た . ELISA 価 0.21, IHA 160 倍 以 
上 を 抗体 陽性 と し た 場合 , IHA 抗体 陰性 36 検 体 の 
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Fig. 1 Correlation between Dye test and ELISA test 
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Fig. 2 Correlation between Dye test and IHA test 
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Fig. 4 Transition of IHA titer and ELISA value (Serum dilution 1x) 


中 で ELISA 法 で は 抗体 陽性 を 示す 検体 が 17 検 体 存 
在 し て お り , IHA 法 80 倍 の 10 検 体 は ELISA 法 で 
は , すべ て 陽性 値 を 示し て いる . Fig. 1 に お いて 
ELISA 法 の 感度 ・ 特 異性 が Dye test と の 比較 に 
お いて , ほぼ 同等 で ある こと が 実証 され た が , 本 成 
績 より IHA 法 は ELISA 法 に 比 し て か な り 劣 っ て 
いる と 言え る . 

次 に ELISA 法 の 問題 点 と し て , IHA 抗体 価 
2560 倍 以上 の 高い 抗体 価 を 示す 検体 で は , ELISA 
価 は ほぼ プラ トー の 状態 を 示し た . つま り IHA 抗 
体 価 1280 倍 以上 の 高い 抗体 価 血 清 で は , ELISA fü 
に 差 が 見 られ ず 正 確 な 抗体 価 の 推移 を 知る こと が で 
き な い ・. 従っ て 高い IHA 抗体 価 を 示す 検体 に は , 
あら か じ め 希 釈 操作 を 加え た 上 で ELISA 法 を 行う 
必要 が ある と 考え られ る . 
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4. E 例 

39 才 ・ 女 性 ・1977 年 より Tp 症 に よる と 思わ れる 
網 脈絡 膜 炎 ・ 流 産 を 繰り 返し , 今日 まで 約 7 年 間 に 
わた っ て , 急性 増悪 の 早期 発見 ・ 治 療 を 目的 と し て 
追跡 調査 を 施行 し て いる . 本 患者 より 経時 的 に 採取 
し た 血清 23 検 体 に つい て , IHA 抗体 価 及 び IgG 
ELISA 値 を 測定 し た . (Fig. 4) 本 症例 の IHA $i 
体 価 は 2560 倍 以上 の 高値 を 示す た め に , IgG ELISA 
値 測定 に あたっ て 血清 希 跡 操作 を 行い 測定 し た . 
Fig. 5 に は 16 倍 の 血清 希釈 操作 を 施行 し て 得 ら れ 
た 成績 を 示 し た . 1979 年 の 網膜 炎 の 再 増悪 に 一 致 し 
て IHA 及び ELISA 値 の 上 昇 が 見 られ , 1HA 法 
に 比 し て ELISA 値 ・ 特 に 希釈 操作 を 加え る こと に 
より 臨床 症状 に 極め て 一 致 し た 抗体 価 の 推移 が 示さ 
れ た . 
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Fig. 5 Transition of IHA titer and ELISA value (Serum dilution 16x) 
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考 察 


小早川 (1981). は 本 IgG ELISA 法 に 関 し て , 
先 に 検討 を 行い Dye test と の 問 で 46 検 体 中 44 例 
に , IHA 法 と の 間 で は 100 検 体 中 92 例 に 完全 な 定性 
的 一 致 を 見 , 推計 学 的 に も 有意 の 相関 が 見 られ た と 
し て いる . 我々 の 成績 で は IgG ELISA 値 と Dye 
test 価 の 一 致 率 は 70 検 体 中 65 検 体 ・93 外 , IHA 価 
と の 一 致 率 は 93 検 体 中 75 検 体 ・81 で 前 者 より や や 
低い 値 で あっ た . IHA 抗体 価 80 倍 以下 の 陰性 36 検 
体 中 17 検 体 が Ig G ELISA 法 で は 陽性 域 た 入り , 
IHA 法 と Dye test と の 比較 に お いて も , IHA 法 
で 陰性 36 検 体 中 16 検 体 が Dye test で 陽性 域 に 属し 
て いた . つま り IHA 法 は Dye test 及び ELISA 
法 に 比 し て 感度 が 悪く ,。 その た め Tp 抗体 価 の 低 
い 検 体 を 見 お と す 可 能 性 が 推定 され る . 次 に 本 Ig 
G ELISA 法 の 問題 点 と し て , Fig. 3 に 示す ご と く 
IHA 抗体 価 1280 倍 以上 の 高い 抗体 価 を 示す 検体 で 
は , ELISA 値 は プラ トー を 呈し 正確 な 抗体 価 の 
推移 を 知る こと が で き な い こと が あげ られ る . 従っ 
て 当初 の 目的 を 達する た め に は , 検体 の 適正 な 希釈 
操作 を 必要 と する . 我々 は IHA 法 に て あら か じ め 
抗体 価 を 測定 し , 1280 僅 以上 の 高値 を 示 し た 検体 に 
つい て は , その 度 , 適正 な 希釈 操作 を 行っ て いる が 
操作 は 極 め て 繁 雑 と な る . これ に 関 し て 五 十 履 

(1981) ・ 森 田 (1982) ら は 日 本 脳炎 ウ ィ ル ス 抗 体 
価 測定 に ELISA を 用 い , 100 倍 ・1000 倍 希釈 の 
1 点 測定 法 に て End point を 理論 的 に 算出 し , 実 
測 値 と 極め て 良い 相関 を 得 て い る . さら に コン ピ = 
ー タ ー プ ログ ラム を 作製 し 抗体 価 を 求め て お り , c 
の 方 法 を 用 いれ ば IHA 法 に よる 前 測定 も 個々 の 
IHA 抗体 価 に お ける 希釈 操作 も 不要 と な り , BOR 
時 間 も 短 縮 で きる も の と 思わ れる . 

次 に 実際 の 臨床 応用 に お ける Ig G ELISA 法 と 
IHA 法 の 有用 性 を 比較 検討 する と , Tp 抗体 価 低 
値 群 で は IHA 法 に 比 し て Ig G ELISA 法 が 確か 
に 感度 ・ 特 異性 に お いて 秀 れ て いる が , 実際 臨床 で 
問題 と な る 急性 感染 ・ 人 急性 増悪 時 に は 高い Tp 抗体 
上 昇 を 示す こと が 知ら れ て お り IHA 法 で も 充分 検 
出 可能 で ある . 従っ て IHA 法 が その 簡便 件 の 点 で 
臨床 応用 に は , むし ろ 優 っ て いる と 言え る . 我々 は 
一 般 の ルー チン 検 策 に は IHA 法 を 用 いて お り , 

Ig G ELISA 法 は 特殊 な 場合 に の み 用 いる こと に 


し て いる . Ig G ELISA 法 は 判定 た 分 光 光 度 計 を 
使用 する た め 肉 眼 判 定 に よる IHA 法 よ り る も 客観 的 
に , し か も 正確 に 判定 で きる 。 又 , IHA 法 は 2 段 
階 希釈 で ある た め に , 抗体 価 の 推移 は 大 ま か と な り 
Fig. 5 に 示す ご とく 正 確 で 微妙 な 抗体 価 の 推移 を 
知る た め に は , Ig G ELISA 法 は IHA 法 よ り は 
る か 人 有用 で ある . Ig G ELISA 法 は IHA i5 
より 感度 が 秀 れ て いる た め , 微量 の 抗体 を 測定 する 
必要 の ある 場合 , IHA 法 で 抗体 険 性 を 示す も の の 
Tp 抗体 の 存在 を 完全 に 否定 し 得 な い 特殊 な 場合 に 
Ig G ELISA 法 を 主 に 使用 し て いる . 

臨床 的 立場 か ら ELISA 法 を みた 時 , RE CERES 
性 が 極め て 良い た め , 微量 の 抗体 検出 が 可能 で あ 
り , Tp Ig G 抗体 の 測定 より も むし ろ , Tp Ig M 
抗体 の 検出 に その 有用 性 を 発揮 する と 考え られ る . 
Tp Ig G 抗体 を 測定 し て いる 限り Tp 急性 感染 症 
の 診断 に 役立つ と は 言え ず , 既往 感染 を 証明 する に 
すぎ な い . 妊婦 が 急性 Tp SEWREHSD LIES X 
天性 Tp 障害 児 出産 の 可能 性 が ある (松本 ・1982) 
と し て , 臨床 上 Tp Ig M 抗体 の 検出 は 重要 で あ 
5. 今日 まで 我々 は Tp Ig M 抗体 を protein A 
処理 に て IgG 成分 を 除去 (亀井 ・1979) し た 後 , 
IHA 法 に て 検出 し て いた が , 先 に 示 し た ご と く 
IHA 法 は 微量 抗体 の 検出 に は 感度 が 低く , 判定 に 
朋 分 主観 が 加わ る 事 か ら 満足 な 成績 を 得る こる が で 
き な い . その 点 ELISA 法 は 感度 が IHA 法 に 比 
し て 極め て 秀 れ て お り , 微量 の Tp Ig M 抗体 の 
検出 潜 と し て 適し て いる . すでに ELISA 法 に よる 
Tp Ig M 抗体 の 検出 法 と し て 数 多く の 成績 が 報告 
され て いる (Naot ・ 1981, Franco ・1981, A% 
岡 ・1979) が , 広く 臨床 の 場 で 応用 され る まで に は 
至っ て いな い . 主要 な 原因 と し て Tp Ig M 抗体 
陽性 血清 が 充分 に 入手 で き な い た め に , その 製品 化 
が 困難 と され て いる が , 個々 の 検査 施設 で Tp IgM 
抗体 を 測定 する に は , 本 IgG ELISA 法 を 用 いて 検 
策 可能 で ある . その た め 現在 我々 は 本 キッ ト を 
Tp IgM 抗体 測定 用 に 転用 し て お り , 検討 を 進め て 
いる . 


ま と ® 


ト キソ プ ラズ マ 症 の 血清 診断 法 と し て Tp IgG 
ELISA iE (Toxo ELISA Test Kit) に 関し て , 
Dye test ・ IHA 法 と の 比較 検討 を 行っ た . ELISA 
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は Dye test. と 同じ く 感 度 ・ 特 異性 の 点 で IHA IHA が 有用 で ある が , 正確 で 微妙 な 抗体 価 の 推移 
より 秀 れ て いた . し か し IHA 1280 倍 以上 の 高い を 知る 上 で , 又 微 量 の 抗体 検出 に は ELISA 法 が 
体 価 で は ELISA 値 は プラ トー を 呈す る た め に , 秀 れ て いる . ELISA 法 は 今後 むし ろ 急 性 Tp 症 の 
作 な 抗体 価 の 推移 を 知る に は 検体 の 希釈 操作 を 必 診断 に お ける Tp IgM 抗体 の 検出 に 広く 用 いら れ 
と し た . 実際 の 臨床 応用 の 点 で は , その 簡便 性 で る も の と 考え られ る . 
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